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Introducción. Blastocystis homines  es un  protozoo parasito que se encuentra en 
el tracto  intestinal del hombre y algunos animales, tiene una prevalencia entre  1.5-
-10% en países desarrollados y del 42-70% en países en vía de desarrollo. Algunos 
estudios reportan alta  heterogeneidad genética, así como asociación entre los 
subtipos y la presencia de la enfermedad o no. El presente trabajo tuvo como 
objetivo determinar los genotipos, la tasa de crecimiento y las formas parasitarias 
de Blastocystis sp a partir de aislados de individuos con y sin diarrea 
 
Materiales y Métodos. Se obtuvieron muestras coprológicas de 14 individuos 
asintomáticos y 26 muestras de pacientes sintomáticos (diarrea, dolor abdominal) 
en Armenia (Quindío). Las muestras fueron inoculadas en medio optimizado de 
lactato de Ringer. Se inocularon 10.000 células/ml de cada aislado por triplicado y 
se compararon los promedios de crecimiento al día 7, entre los aislados de 
asintomáticos versus los sintomáticos. Se realizó una amplificación por PCR y 
posterior secuenciamiento.  
 
Resultados. Se obtuvieron 13 aislados de sintomáticos y 8 de asintomáticos.  Se 
realizó el cultivo para cada uno de ellos y se obtuvo mayor crecimiento. Los aislados  
a partir de individuos sintomáticos crecimiento obtenidos de los individuos 
sintomáticos crecieron mucho más (media: 43.000mm3 de formas vacuolares y 
granulares, rango 33.000-55.000) que los aislados de pacientes asintomáticos 
(media 33.000mm3; rango: 23.000 – 40.000) diferencias que fueron 
estadísticamente significativas (Prueba de Mann Whitney, p= 0,0005). Se encontró 
una prevalencia significativamente mayor  de presencia del subtipo 2 y síntomas de 




Conclusiones: los aislados obtenidos  de personas sintomáticas crecen de manera 
más rápida en cultivo  que los de personas asintomáticas y existe una asociación 
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Blastocystis spp. es un  protozoo parasito  que habita en el tracto intestinal del 
humano y de otros animales. Este parasito  tiene una prevalencia del 1.5%-10% en 
paises desarrollados y del  40%-70% en paises en via de desarrollo, esta muy 
relacionado con las condiciones de saneamiento basico y malnutrición (39). 
Colombia  según la última encuesta nacional de parasitismo realizada entre 2012 y 
2015 se encontró una prevalencia en territorios nacionales de 5,6% (22), sin 
embargo según reportes en centros urbanos se ha encontrado que es el parasito 
intestinal más frecuente 42%-62% (19,27) 
Algunos estudios reportan  su mecanismo de transmisión o, su papel como 
patógeno primario o su ubicación taxonómica; aun cuando un gran número de  
trabajos han arrojado como característica importante su polimorfismo. A nivel 
mundial no hay muchos registros de parasitosis causadas por subtipos específicos 
de Blastocystis sp. Para Colombia  se reporta dos estudios  realizado por (29,30), 
donde reporta una asociación entre los subtipos y la presencia o no diarrea; estos 
estudios también arrojaron que los subtipos de Blastocystis sp están ampliamente 
distribuidos en el país, pero aún no se conocen de estudios donde se describan las 
características biológicas de los subtipos de Blastocystis sp a partir de pacientes 
con y sin diarrea.  
En la actualidad  se conoce  que la prevalencia, incidencia y potencial patógeno de 
Blastocystis sp. en humanos son los aspectos más relevantes. (10), por tal motivo 
no ha sido aceptado por todos los autores como agente causante de enfermedades 
diarreicas  propiamente como agente causante de enfermedades diarreicas.  
 
Sin embargo, los nuevos aportes sobre secuenciación génica, permiten comparar 
las secuencias que se van obteniendo en las bases de datos existentes, y así 
investigar el funcionamiento de sus homólogos. Pero a pesar de la nueva 
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información que va surgiendo, los datos sobre su ciclo biológico, su taxonomía o su 
condición como patógeno primario, siguen sin ser concluyentes y en ciertos casos 
resultan contradictorios; por lo que aún quedan muchos aspectos de la biología 
básica de Blastocystis pendientes de conocer.  
En consecuencia  es de especial relevancia  tanto para la comunidad científica como 
para la comunidad en general, conocer el papel que tienen los diversos subtipos de 
Blastocystis sp debido a que presenta una prevalencia de 30% y 50%  en los países 
desarrollados, y los reportes de relación existente entre algunos genotipos del 
parásito y la capacidad patogénica de éste, descrita en algunas investigaciones  que 
muestran una relación entre los subtipos y los síntomas. (43) 
Por tal motivo la importancia de este estudio radicó en la determinación de los 
subtipos presentes en la población de estudio y establecer sí existe una relación 
entre los subtipos y los síntomas gastrointestinales, así como nuevos aportes al 
















2. OBJETIVOS  
 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
Determinar los genotipos, la tasa de crecimiento y las formas parasitarias de 
Blastocystis sp a partir de aislados de individuos con diarrea y sin diarrea   
 
2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS  
  
Describir la tasa de crecimiento de Blastocystis sp in vitro a partir de diferentes  
aislados de individuos con y sin diarrea.  
  
Determinar el porcentaje  de formas morfológicas   de Blastocystis sp  a partir de 
aislados  de individuos  con diarrea y sin diarrea.  
  
Identificar los genotipos de Blastocystis sp  a partir de aislados  de individuos  con 















3. MARCO TEÓRICO 
 
Blastocystis spp. se encontró por primera vez en muestras de heces humanas y fue 
descrito como una levadura en 1912 y quedó sin estudiarse por más de medio 
siglo.(6) Hasta finales de la década de los 80, no se informaba rutinariamente en los 
resultados de los exámenes coproparasitológicos, pues solo representaba un 
problema de diagnóstico diferencial. Incluso no era nombrado en la literatura médica 
especializada (7). Actualmente esto ha cambiado y recientes estudios caracterizan 
a este organismo como un parasito intestinal de alta prevalencia y con un papel 
patógeno aún incierto. 
3.1 Taxonomía:  
Blastocystis sp fue clasificado por primera vez por  Alexieff en 1911 como un hongo 
imperfecto de la clase de los Adelomicetos, al que denomina Blastocystis 
enterocola. En estudios posteriores, Brump en 1912 acuña el nombre específico de 
Blastocystis hominides al realizar estudios con material fecal humano (7).  
Zierdt clasificó Blastocystis en el subfilo sporozoo, dado sus mecanismos de 
división, la morfología y las características en cultivos lo que permitió que  Ziert 
creara una nueva clase Blastocystea.  
Tan en el 2008 realizó una revisión acerca de la clasificación de Blastocystis sp 
donde encontró que estos estudios basados en la secuencia de varios genes 
altamente conservados como lo son los de la subunidad ribosomal pequeña 
(ssARN), afirmó que Blastocystis sp es un Stramenopile, un grupo caracterizado por 
poseer flagelos. Como Blastocystis sp no posee flagelos y es inmóvil, se realizó una 
nueva clasificación; donde Blastocystis quedó  ubicado  en el Reino Cromista, 
Subreino Cromobiota, Infrarreino Heterokonta, Subfilo Opalinata y clase 
Blastocystea (38). Según la última clasificación hecha por la Sociedad Internacional 
de parasitología Blastocystis sp está ubicado en Super grupo: SAR, Primer rango: 
Stramenopiles y Segundo rango: Opalinata (1). 
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3.2. Morfología:  
 
Blastocystis sp es un microorganismo eucariota polimórfico, en el que se cree que 
el estado fisiológico de la célula y las condiciones medioambientales, son las 
responsables de la diversidad morfológica observada (11). Presenta cuatro formas 
principales, reportadas por la literatura: 
 
3.2.1 .Forma vacuolar 
 
Son formas esféricas, caracterizadas  por una vacuola central grande (Figura 1), 
que ocupa entre el 50 y el 90%  del volumen celular, la vacuola central parece tener 
una función de reserva. Esta forma celular de Blastocystis sp es la más común y 
predomínate en los cultivos, varía mucho en tamaño, con diámetros que oscilan 
entre 2 y 200 µm (36). Actualmente no se conoce la función exacta de la vacuola 
central, pero se cree actúa como organelo de almacenamiento,  con función en 
reproducción esquizogonica o como depósito de cuerpos apoptoticos durante la 








Figura 1. Micrografía (microscopio electrónico) de una forma vacuolar de 
Blastocystis de un cultivo de laboratorio mostrando la vacuola central (CV) y 




3.2.2. Forma granular 
Su diámetro oscila entre 3 y 80 μm con un rango medio de 15 a 25μm (Figura 2). 
Las formas granulares comparten algunas similitudes con las formas vacuolares, 
pero se caracterizan por la presencia de numerosos gránulos en la banda estrecha 
del citoplasma periférico. Existen diferentes tipos de gránulos dentro de la vacuola 
central, que pueden ser inclusiones del tipo mielinas, pequeñas vesículas, gránulos 









Figura 2. Micrografía (microscopio electrónico) de una forma granular de 
Blastocystis de un cultivo de laboratorio mostrando la vacuola central (CV) y 











3.2.3. Forma ameboide 
 La forma ameboide de Blastocystis spp ha sido reportada con poca frecuencia, sin 
embargo en algunos casos se pueden encontrar en cultivos que han estado en 
presencia de antibióticos, puede medir entre 5 µm y 50 µm. La forma ameboide de 
Blastocystis tienen una apariencia irregular, con unos largos pseudópodos, de 






Figura 3. Micrografía (microscopio electrónico) de un forma ameboide de 
Blastocystis de un cultivo de laboratorio mostrando la vacuola central (CV) y 
mitocondrias (m); una recubierta superficial (Sc) Tomado (37). 
3.2.4. Forma quística 
Los quistes fecales son esféricos u ovoides, tienen una pared quística multilaminada 
y raramente aparecen en cultivos axénicos. El contenido celular interno incluye de 
uno a cuatro núcleos, múltiples vacuolas y depósitos lipídicas y glucogénicos los 
quistes suelen estar rodeados de una capa fibrilar laxa que pierden cuando 










Figura 4. Micrografía (microscopio electrónico) de una forma quistica de 
Blastocystis de un cultivo de laboratorio mostrando la vacuola central (CV) y 
mitocondrias (M); Tomado Tan 2008. 
 
3.3. Ciclo de vida. 
Los estudios realizados en cuanto al ciclo de vida son pocos y controversiales sin 
embargo se debe tener en cuenta que los animales actúan como reservorios, y que 
los humanos son hospederos potenciales de numerosos genotipos (subtipos). En 
los seres humanos las formas vacuolares se dividen por fisión binaria, las formas 
quísticas es la intermedia y puede estar rodeada por una capa gruesa que se pierde 
durante el paso al medio externo. La transición de la forma ameboidea a la forma 
vacuolar y de estas a la forma quística es todavía incierta, sin embargo algunos 
estudios  propone un ciclo de vida basado en estudios de infección animal e 
implicaciones filogenéticas de Blastocystis como un organismo zoonótico, indicando 
que la infección en humanos y animales se inicia con la ingestión de quistes fecales, 
que se desarrollan en formas vacuolares y estas se reproducen por fisión binaria, 
algunas se enquistan y pierden su capa fibrilar externa cuando maduran, pero no 
se clarifica el papel de las otras formas de Blastocystis argumentando el poco 




Recientes estudios han demostrado que Blastocystis posee varias formas, pero que 
cuatro de ellas son las más encontradas ya sea en cultivo o en el diagnostico 
coprológico, entendido como más frecuentes la forma vacuolar, granular, ameboide 
y quísticas, la forma quística es la forma resistente en el ambiente y las otras tres 










Figura.5. Ciclo de vida Blastocystis sp tomado de Roberts et al 2014 
 
3.4. Aspectos genéticos 
Los aislados de Blastocystis de humanos y animales, aparentemente son 
morfológicamente idénticos, lo que ha generado el interés por los estudios a nivel 
molecular, los cuales han aumentado recientemente, revelando una considerable 
heterogeneidad genética y antigénica, demostrando que existen diferencias 
genéticas entre aislados del mismo hospedero, así como una gran similitud entre 
aislados de diferentes hospederos (38). Los trabajos dirigidos al análisis de 
filogenia, utilizando una variedad de técnicas como electroforesis SDS-PAGE e 
inmunoblot, análisis isoenzimático, cariotipado electroforético, RAPD y  RFLP entre 
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aislados de Blastocystis también han permitido demostrar la gran diversidad 
genética existente en este parásito, esta diversidad también se ha demostrado 
mediante el análisis de los patrones de RFLP (polimorfismo del tamaño de los 
fragmentos de restricción) obtenidos del gen de la   secuencia del ARN de la 
subunidad menor ribosomal  (ssARNr) y del factor de elongación EF-1α. Clark 1997 
analizó la secuencia de genes ssARNr de 30 aislados de B. hominis seleccionados 
aleatoriamente usando el análisis de RFLP con 11 restrictasas tras amplificación 
por PCR. El análisis filogenético se resumió en un dendograma que mostró la 
existencia de siete subtipos repartidos en dos líneas principales, entre las que la 
divergencia era del 7%, ellos concluyeron la gran diversidad genética que posee 
Blastocystis sp, ya para el 2001 Ho et al utilizaron los mismos cebadores de Clark 
(1997) en 13 aislados, consiguiendo en todos ellos un amplicón de 1.800 pb. Los 
aislados eran de procedencia humana y animal, y se diferenciaron en siete subtipos 
(subtipo 1 a subtipo 7).  El genotipo 3 lo comparten cepas de origen humano pero 
también aislado de rata y de cobayo; lo que refuerza la hipótesis del posible origen 
zoonótico de la infección. El ensayo les permitió diferenciar entre especies de 
Blastocystis sp originarias de distintos hospedadores, pero sin detectar variación 
intraespecífica; es probable que por el escaso número de aislados estudiados 
procedentes de una misma especie animal. 
Domínguez (2003) en su tesis doctoral obtuvo nuevos datos  sobre la diferencia 
genética y su posible asociación con capacidad patógena de Blastocystis sp. 
Comparo varias metodologías, incluida la descrita por Clark (1997) con la que 
obtuvo mejores resultados, tomo 260 muestras humanas de individuos sintomáticos 
y asintomáticos, realizo PCR empleando los primers  RD5 y RD3,  análisis RFLP 
con tres enzimas de restricción  (Rsa I, Alu I y Hinf I) y obtuvo una   identificación de 
7 subtipos  y  una asociación significativa entre el subtipo 3 y la enfermedad. 
Yan et al, (2007) evidenciaron el potencial zoonótico de Blastocystis sp. Mediante 
el análisis molecular de ARN ribosomal de 16 aislados de cerdos, de los cuales se 
evidenció que el subtipo 5 estaba presente en todos los aislados y presentaba 
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similitud con los del ser humano. Otros investigadores también aportaron en este 
campo  (10) realizó un estudio donde relacionó los subtipos de Blastocystis con la 
enfermedad, dando como resultado que el subtipo 3 era el más predominante y el 
que presentaba mayor correlación con la enfermedad y el subtipo 2 no era 
patogénico. Sin embargo en el estudio  hecho por Stensvold et al. (2007) mediante 
análisis moleculares se demostró una gran diversidad existente y el posible hallazgo 
de nuevos subtipos. 
Un estudio filogenético realizado por (Noe et al., 2005) muestra que los genotipos 
de Blastocystis sp se encuentran tanto en animales como en el ser humano, por tal 
motivo asignar un nombre especifico de acuerdo a u origen se hace más laborioso 
debido a su diversidad genética y capacidad zoonotica, por ende se prefiere 
referenciar cada genotipo por subtipos(25). Estudios reciente reiteran la capacidad 
zoonótica de este parasito, dado que los subtipos fueron encontrados en diferentes 
hospederos como primates y no primates. (5,13). 
Para Colombia se tiene que Blastocystis está ampliamente distribuido en varias 
regiones y que los subtipos están muy relacionados con las personas que 
presentaba o no diarrea (29). En este último estudio se encontró una gran diversidad 
genética, esto se debe a que encontraron que los subtipos 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 se 















La diversidad genética también se ha demostrado mediante el análisis de los 
patrones de RFLP (polimorfismo del tamaño de los fragmentos de restricción) 
obtenidos del gen de la ssARNr y del factor de elongación EF-1α. (6) analizó la 
secuencia de genes ssARNr de 30 aislados de B. hominis seleccionados 
aleatoriamente usando el análisis de RFLP con 11 restrictasas tras amplificación 
por PCR. Los patrones de RFLP obtenidos se denominan “riboprintings” y permiten 
agrupar a los diferentes aislados en “ribodemas”. El análisis filogenético se resumió 
en un dendograma que mostró la existencia de siete subtipos repartidos en dos 
líneas principales, entre las que la divergencia era del 7% y concluyeron que existe 
una gran diversidad genética en Blastocystis sp. 
 
Otro estudio tuvo como objetivo determinar la diversidad genética en 64 aislados de 
personas infectadas, para lo cual se realizó una PCR, y emplearon dos cebadores 
(RD3 Y RD5) y 3 tres enzimas de  restricción, Sau3AI, Rsa I y Hinf I para el análisis 
por RFLP (18). En este estudio encontraron que el subtipo I, III y IV eran los más 
relacionados con los síntomas gastrointestinales. 
 
Otros investigadores utilizaron los mismos cebadores de Clark (1997) en 13 
aislados, consiguiendo en todos ellos un amplicón de 1.800 pb (16). Los aislados 
eran de procedencia humana y animal y se diferenciaron en siete ribodemas o 
subtipos (R1 a R7).  El genotipo tres lo compartieron cepas de origen humano que 
también se encontraron en ratas y cobayos, lo que refuerza la hipótesis del posible 
origen zoonótico de la infección. Este ensayo les permitió diferenciar entre especies 
de Blastocystis originarias de distintos hospedadores, pero sin detectar variación 
intraespecífica, probablemente por el escaso número de aislados estudiados 




Otro estudio en Valencia (España) de tesis doctoral tuvo como objetivo obtener 
nuevos datos  sobre la diferencia genética y su posible asociación con capacidad 
patógena  de Blastocystis sp (11). Se compararon varias metodologías, incluida la 
descrita por Clark (1997) con la que se obtuvo mejores resultados. Tomó 260 
muestras humanas de individuos sintomáticos y asintomáticos y se realizaron PCR 
empleando los primers  RD5 y RD3,  análisis RFLP con tres enzimas de restricción  
(Rsa I, Alu I y   Hinf I) y se obtuvo una   identificación de 7 subtipos  y  una asociación 
significativa entre el subtipo 3 y la enfermedad (11). 
 
Otro estudio determinó la diversidad genética en China en 35 aislados humanos 
(41). Se emplearon 7 cebadores específicos y se hicieron análisis de correlación, 
entre sintomáticos y asintomáticos y se concluyó que el subtipo 1 está más 
relacionado con los asintomáticos. 
 
Los ensayos encaminados a analizar la filogenia, han permitido además demostrar 
la gran diversidad genética existente en este parásito. Numerosos aislados de 
Blastocystis sp morfológicamente similares, han sido descritos en humanos y en 
varios animales. 
 
Yan et al (2007) evidenciaron el potencial zoonótico de Blastocystis sp. mediante 
análisis molecular de ARN ribosomal de 16 aislados de cerdos en los cuales se 
evidenció que el subtipo 5 estaba presente en todos los aislados y presentaba 
similitud con los del ser humano. Otros investigadores también aportaron en este 
campo un estudio donde se relacionó los subtipos de Blastocystis con la 
enfermedad, dando como resultado que el subtipo 3 era el más predominante y el 
que presentaba correlación con los pacientes sintomáticos (32). 
 
Durante los últimos años estudios previos corroboran que Blastocystis sp posee una 
diversidad genética alta, encontrándose varios subtipos circulantes en la población, 
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siendo del subtipo 1 al 7 los más prevalentes y los cuales pueden estar relacionados 
con la sintomatología. (4,21) 
 
El último estudio realizado en Colombia basado en la detección de los subtipos de 
Blastocystis sp en varias regiones de Colombia, dio como resultado que el subtipo 
1, 2,4 y 6 se encuentran altamente distribuidos en Colombia y confirmó tanto la 
capacidad zoonótica de este protozoo como la asociación del subtipo 2 con las 
personas que presentaban diarrea (29).  
 
4.1. Epidemiologia:  
Hay varios aportes en el campo de la prevalencia de Blastocystis sp en humanos y 
otros animales. Existe una  alta prevalencia de Blastocystis sp en personas 
asintomáticos por lo cual sugiere que deben tenerse más cuidado con este parasito, 
pero otro estudio de prevalencia hecho por otros autores  dice que la presencia de 
Blastocystis sp depende en gran parte de la calidad sanitaria en la que se 
encuentran los individuos. 
 
Se han realizado diversos estudios acerca de la clasificación de Blastocystis sp. 
basados en las secuencias de varios genes que están altamente conservados 
(ssARN) incluyendo a Blastocystis sp. en el grupo de los Stramenopile, sin embargo, 
los miembros de este grupo se caracterizan por poseer flagelos y curiosamente 
Blastocystis sp. no posee flagelos y es inmóvil. Por lo anterior se realizó una nueva 
clasificación; donde Blastocystis spp fue ubicado en el Reino Cromista, Subreino 
Cromobiota, Infrareino Heterokonta, Subfilo Opalinata y clase Blastocystea (35). 
Adicionalmente la Sociedad Internacional de parasitología propone una nueva 
clasificación para organismos eucariotas con énfasis en protistas, en donde 
Blastocystis spp queda ubicado en el súper grupo Cromalveolata, primer rango 
Stramenopile y segundo rango Opalinata (1). 
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Algunos estudios filogenéticos han demostrado que los genotipos de Blastocystis 
spp.  se encuentran tanto en animales como en el ser  humano, por tal motivo se ha 
establecido que asignar un nombre especifico de acuerdo a su hospedero hace más 
laborioso su estudio debido a su  diversidad genética, capacidad zoonótica y la gran 
diversidad de hospederos que parasita, por tal motivo se ha propuesto universalizar 
el reporte de este parásito citando su nombre, Blastocystis sp, seguido del número 
correspondiente al subtipo, de 1 a 7 dado que son los subtipos reportados del 
protozoo hasta el momento. (16) 
Para la determinación de los subtipos de Blastocystis sp. y su relación con la 
capacidad patogénica se han encontrado varios estudios. En China se llevó a cabo 
una investigación en 35 aislados de pacientes sintomáticos y asintomáticos, los 
cuales arrojo como resultado una correlación entre el subtipo I y los pacientes 
asintomáticos, (41) la relación existente en entre el subtipo 3 y las personas 
sintomáticas puede llegar  a representar una posible asociación entre los subtipos 
los síntomas y la presencia de la enfermedad, pero como se puede observar son 
necesarios más estudios en otros sitios y establecer si existen nuevos subtipos del 
parasito dada su gran diversidad genética. Según últimos reportes, Blastocystis sp  
y los subtipos exhiben una distribución amplia en varios país, en Francia el subtipo 
uno se encuentra en el (33%) el sub 2 (33%) y el subtipo 1 (30,6%), 
consiguientemente este estudio reporta una prevalencia significativa entre el subtipo 
1 y los pacientes sintomáticos  (9), otro estudio reporta que  Blastcoystis sp en la 
población de Senegal, presenta una prevalencia del  100%, en el caso de los 
subtipos 1,2,3 y 4 fueron encontrados con una alta prevalecía, siendo el subtipo 3 
el más predominante en niños con desordenes gastrointestinales (34). 
Consiguientemente  estudios recientes de muestran la prevalecía de los subtipos 
en diferentes países, con un porcentaje que oscila entre 7% y 30% acorde a su 
hospedero y las condiciones sanitarias de la población. (17,32)  
En consecuencia  es de especial relevancia  tanto para la comunidad científica como 
para la comunidad en general conocer el papel que tiene Blastocystis sp. debido a 
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que presenta una prevalencia de 30% y 50% en los países desarrollados, y en 
países subdesarrollados, como es el caso de Venezuela  donde se presenta una 
prevalencia del 62% (7). Esto coincide con la mayoría de estudios realizados en 
diversos grupos de poblaciones en varios lugares del mundo, indicando que se trata 
de un parasito con una elevada prevalencia, y que requiere ser mejor estudiado (7), 
En Colombia un estudio realizado en Calarcá Quindío encontró una prevalencia del 
54,7 % de parásitos intestinales en preescolares, siendo Blastocystis sp. el más 
prevalente con 36,4 %; lo cual muestra una alta frecuencia de este parasito en niños, 
(19). Además de los estudios poblacionales, los nuevos aportes sobre 
secuenciación génica, permiten comparar las secuencias que se van obteniendo en 
las bases de datos existentes, y así investigar el funcionamiento de sus homólogos.  
Nosotros hemos reportado previamente una gran prevalencia en el Quindio en 
población infantil (2,14,20) y la asociación de Blastocystis con rinitis (14) pero no se 
han establecido los subtipos en este Departamento y su relación con síntomas como 
la diarrea. Tampoco existe en la literatura una descripción del comportamiento en 
cultivo de los diferentes subtipos. El presente trabajo tuvo objetivo establecer los 











5. DISEÑO METODOLOGICO 
 
5.1. Tipo de estudio 
Se realizó un estudio descriptivo de corte transversal, tomando como población las 
personas que tuvieron examen coprológico por diarrea durante los meses de enero 
a junio de 2017. Se solicitaron muestras control a personas sin diarrea que tenían 
la misma edad 
5.2. Población y Muestra  
Se tomaron las personas que lleguen al Centro de Investigaciones Biomédicas, que 
aceptaron y firmaron el consentimiento informado, para participar en el estudio, se 
tubo cuenta las personas que presentaban y no diarrea durante seis meses.  
5.3. Característica de la muestras. 
Criterios de inclusión: con presencia de Blastocystis sp en el examen coprológico.  
Criterios de exclusión: Hallazgo de multiparasitismo en el examen coprológico 
incluido Blastocystis sp.  
 
5.4. Obtención y Procesamiento de la muestra. 
El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio del Centro de Investigación en Ciencias 
Biomédicas de la Universidad del Quindío, ubicado en la Carrera 15 Calle 12 Norte, 
Armenia (Q).  
 
5.4.1. Toma y procesamiento de las muestras de heces. 
Las muestras se recolectaron en un recipiente estéril, debidamente rotulados y se 
conservaron refrigeradas hasta su procesamiento La identificación de protozoos 
parásitos en heces de humanos, se realizó mediante examen directo en muestras 
fecales. Se realizaron preparaciones en fresco con lugol al 1% para confirmar la 
visualización del parasito mediante microscopia óptica bajo el objetivo de 40X, se 
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observaron los criterios morfológicos correspondientes a Blastocytsis sp. Es de 
anotar que dicha confirmación fue realizada por la bacterióloga del grupo 
GEPAMOL. Posteriormente se tomaron dos tubos falcón con un 1 gr de materia 
fecal y 5 ml de solución salina isotónica y se realizó un filtrado con gasa.  
Se este se tomó un 1ml para realizar los cultivos y a las restante se le realizó  la 
concentración de heces utilizando el método de Ritchie. El cual consistió en tomar  
en un tubo Falcón 5 ml de formol-salino  al 10% y solución salina isotónica con 1 gr 
de materia fecal, se agregaron 3 ml de éter, posteriormente se mezcló por agitación 
fuerte  y se Centrifugara a 2.500 rpm durante 5 minutos a 4°C; se formaron  3 capas 
de las cuales se decantaron  las dos primeras y la última se utilizó para resuspender 
el sedimento. Seguidamente uno de los tubos se guardó a -20°C 
 
5.5. Determinación de la tasa de crecimiento de Blastocystis sp y el Porcentaje 
de Formas Parasitarias en medio de cultivo.  
 
 
5.5.1. Preparación del Medio de Cultivo  
 
El aislamiento en cultivo consistió en tomar 1gr de la muestra coprológica, se le 
adiciono 5ml de solución salina y se centrifugo a 3500rpm durante 10 a 4°C, 
posteriormente se tomó 1ml del precipitado y se inoculo en 5ml de medio de cultivo. 
Posteriormente se trabajara con la solución de Ringer (Yoshikawa et al  2004) y 
estandarizado por (línea de Giardiasis y parásitos intestinales en el 2011), se tomó 
un tobo de ensayo tapa rosca de 5ml, se le adiciono 500 µl de suero equino, 0,005 
g de L-Aspargina al 1% y finalmente 4.500 µl de lactato de Ringer, seguidamente 
se le adicionó 1 ml de la muestra concentrada en el tubo falcón. Se incubo bajo un 
ambiente modificado (5% de CO2) a 37 °C.  
 
Durante dos semanas se mantuvo en cultivo los aislados de Blastocystis sp. 
Posteriormente, se tomaron los medios de cultivos y se centrifugaron  a 3500 rpm 
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durante 10 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante hasta obtener 2ml 
aproximadamente, seguidamente se adiciono a un tubo nuevo de eppendorf 2ml 
1ml de solución salina y 20µl de la muestra de cultivo, después  se procedió a 
realizar 10 veces el  conteo en cama de   Neubauer, Utilizando  la siguiente formula: 
Numero de células contadas/4 (2 x 10000).posteriormente se realizaron diluciones, 
y se obtuvieron 10.000cel.  se utilizó como control positivo del cultivo una cepa de 
referencia aisladas de estudios previos y debidamente confirmada por 
secuenciamiento.  
 
Cada uno de los aislados en cultivo fue inoculado con 10.000 células por triplicado. 
El seguimiento se realizó contando todos los días a la misma hora de la inoculación 
los tres triplicados por tres veces durante 11 días. Se mantuvo un control positivo 
del medio con Blastcoystis sp. esto se realizó con el fin de garantizar que las 
condiciones y los reactivos estuvieran acorde a las necesidades del parásito  
Se efectúo el conteo independiente tanto para las formas vacuolares como las 
granulares  presentes en cultivo. 
 
5.6. Identificación de genotipos de Blastocystis sp a partir de aislados de 
individuos con diarrea y sin diarrea. 
 
5.6.1. Lavado de las Muestras. 
Se tomaron las muestras de cultivo y las muestras directas del filtrado que no 
crecieron en cultivo, se centrifugaron a 35.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. 
Posteriormente se descartó el sobrenadante y se dejó un volumen final de 300 µl, 
seguidamente se realizaron tres lavados con PBS 1%, y se centrifugaron a 2.500 






5.6.2. Extracción de ADN de Blastocystis sp 
La extracción de ADN consistió en dos etapas una lisis mecánica y una lisis química 
(método estandarizado en la línea de Giardiasis y parásitos intestinales). Al volumen 
final de los 300 µl se le agregaron 600 μl de DNAzol, 10 μl alcohol isoamílico y perlas 
de zirconio de 1 mm. Se realizó  agitación con el Mini Bead-beater por un minuto, 
luego la muestra se incubo por 1 minuto en hielo, este procedimiento se realizó 
cinco veces. El sobrenadante se pasó a otro tubo limpio y se le agrego 200 μl de 
lisis nuclear, se realizó un vortex de 20 segundos y se incubó a 37ºC por 30 minutos. 
Después de incubar se le agrego 100 μl de precipitación de proteínas, se realizó un 
movimiento por 20 segundos, se dejó en hielo por 5 minutos y se centrifugo a 13.500 
rpm por 1 minuto. Se pasó el sobrenadante a un tubo limpio y se le agregaron 300 
μl de isopropanol, se centrifugó a 13.500 rpm por 2 minutos, se descartó el 
sobrenadante con mucho cuidado y se le agrego 200 μl etanol al 75% se centrifugó 
a 13.500 rpm por 2 minutos. Se descartó el sobrenadante con mucho cuidado, se 
dejó  secar el tubo y finalmente  se le agrego  80 μl de DNA rehidratante. 
Adicionalmente en cada ensayo se procesó una muestra sin ADN y con todos los 
reactivos de la extracción de ADN (400 µL de PBS) como control de contaminación 
(negativo) durante el proceso de extracción. Como control positivo se utilizó el ADN 
de una cepa de referencia aisladas de estudios previos y debidamente confirmada 
por secuenciamiento.  
 
Al ADN extraído se le realizó la cuantificación y la purificación, con una una segunda 
lectura de la misma solución a 280 nm. Una solución sin proteínas debe tener una 
relación en lectura de DO 260 nm /DO 280 nm entre 1,8 y 2,0. Una relación inferior 
a 1,7 indica presencia de proteínas e indica necesidad de una nueva extracción o 
precipitación de proteínas con isopropanol. Una razón DO 260 nm/ DO 230 nm de 





5.6.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
Para detectar el ADN Blastocystis sp, de se utilizó una  PCR convencional  que 
amplifica el gen de la subunidad menor de ARN ribosomal (SSARNr). Los primers 
de la PCR fueron  Forward RD5:5´ATCTGGTTGATCCTGCCAGT ´ 3 y reverse BhDr: 
5´GAGCTTTTTAACTGCAACG´3´ (611pb) (Ramírez et al 2013) El Mix para la PCR 
consistió en 12,5 μl de  GoTaq Green Master Mix (Promega, USA), 1,5 μl de cada 
cebador al 10 μM, 7,0 μl de agua, grado molecular, 0.5 μl de BSA y  2 μl  de ADN 
para un volumen final de 25 μl. Los parámetros de amplificación fueron, una 
desnaturalización inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos empezando 
con la desnaturalización a 94 °C por 1minuto, un anillamiento a 56.3 °C por 30 
segundos, una extensión a 72 °C por 30 segundos  y un paso adicional de extensión 
final por 10 minutos a 72 °C La presencia de producto amplificado fue de  611pb. 
Se utilizaron como controles negativos para PCR y extracción de ADN (todos los 
reactivos menos la muestra) , así como el control positivo para Blastocystis sp 
(Blastocystis sp en cultivo cepa de referencia de estudios previos) .Para observar 
los productos amplificados se llevó a cabo una electroforesis de los productos en 
gel de agarosa al 1,5% con 5 µl de SYBR Green en buffer TBE 0,5X a un voltaje de 
100 V por 45 minutos y se observó en un transiluminador (UVP White/Uv, TMW20).  
 
5.6.4. Secuenciamiento y análisis filogenético. Los productos de amplificación 
fueron enviados a Macrogen (Korea) donde se utiliza un secuenciador 3730XL DNA 
y usando los mismos cebadores de la amplificación. Las secuencias fueron 
alineadas con ClustalW y se realizaron árboles filogenéticos usando la prueba de 
máxima verosimilitud con el programa "Molecular EvolutionaryGene ticsAnalysis" 
(MEGA) Version 6.0. Los cálculos se realizaron con los parámetros de los modelos 
de Kimura 2 -con 2000 réplicas.  
5.7. Análisis estadístico: se realizó una prueba no paramétrica de Mann Whitney.  
Para el análisis de la tasa de crecimiento de los diferentes aislados de Blastocystis 
sp. Utilizando el programa Epi-Info. Con la información obtenida de los pacientes 
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como (edad, sexo género y la sintomatología) se relacionó con los diferentes 
subtipos encontrados es el estudio, utilizando Ji cuadrado. Para determinar la 
significancia estadística se aceptó un valor p≤ 0,05. 
5.8. Aspectos Bioéticos: 
El proyecto fue ejecutado en el Centro de Investigaciones Biomédicas, el cual 
cuenta con todas las normas y requisitos  para el manejo de muestras de origen 
biológico con un Nivel de bioseguridad P2. 
Normas: según la RESOLUCION Nº 008430 DE 1993 (4 DE OCTUBRE DE 1993) 
artículo 11 del Ministerio de Salud, el Proyecto de Investigación estuvo clasificado 
como de Riesgo Mínimo, debido a que solo se tomaron muestras coprológicas de 
los pacientes, sin suministro de medicamentos y sin riesgo para los participantes. 
Manejo de la información: por medio de la siguiente ley 1581 de 2012, el Decreto 
1377 de 2013 y el Decreto 886 de 2014. Se reglamenta que la información es 
confidencial, no se dio a conocer el nombre de los pacientes y los archivos fueron  















6. RESULTADOS  
 
Se recolectaron un total 138 muestras coprológicas de pacientes con y sin diarrea, 
de las cuales 40 (28%) fueron positivas para Blastocystis sp. y de estas, 26 (65%) 
fueron de pacientes sintomáticos (con diarrea) y 14 (35%) fueron de pacientes 
asintomáticos (sin diarrea).  
 
De los 26 (65%) aislados de pacientes sintomáticos, 13 (50%) permanecieron en 
cultivo y fueron positivas por PCR, 3 (12%) fueron positivas por PCR, pero no se 
mantuvieron en cultivo y 10 (38%) de los aislados  no permanecieron en cultivo y no 
fueron positivas por PCR. De los 14 (35%) aislados obtenidos de pacientes 
asintomáticos 8 (57%) se establecieron en cultivo y fueron positivas por PCR y 1 
(7%) muestra fue positiva por PCR y no creció en cultivo, y  5 (35%) aislados no 
permanecieron en cultivo y no fueron positivas por PCR. 
 
6.1. Crecimiento en cultivo de Blastocystis sp de pacientes sintomáticos y 
asintomáticos. 
 
Los aislados de los pacientes asintomáticos crecieron de una manera más lenta con   
una media de 33.000 células por mm3; rango: 23.000 – 40.000)  en contraste, los 
aislados de los pacientes sintomáticos tuvieron una media de 43.000 células por 
mm3 de formas vacuolares y granulares, rango 33.000-55.000. Esta diferencia fue 
estadísticamente significativa (Mann Whitney, p= 0,0005). Se realizó un seguimiento 
durante 11 días en el cual se evidencio, como resultado que en el día 5 los aislados 
de pacientes asintomáticos obtienen su mayor tasa de crecimiento en comparación 




                    
 
Figura.6. Crecimiento de aislados de Blastocystis sp de pacientes sintomáticos (con 
diarrea) y asintomáticos (sin diarrea) durante 11 días, a partir de 10.000 células por 
mm3 como inóculo inicial.  
 
6.2. Porcentaje de Formas Parasitarias de Blastocystis sp en cultivo de 
pacientes sintomáticos y asintomáticos.  
 
Otro de los aspectos relevantes de Blastcystis sp. es la presencia de diferentes 
formas parasitarias observadas en cultivo, siendo las formas vacuolares y 
granulares las más prevalentes. En el presente estudio se encontró, que en 
pacientes asintomáticos el 79% de las formas parasitarias son granulares y el 21% 
son formas vacuolares. En contraste con los aislados de pacientes sintomáticos 























Curva de Crecimiento entres aislados de Blastocystis sp 




Dado lo anteriormente mencionado, se pudo observar una diferencia significativa 
entre la sintomatología y el porcentaje de formas parasitarias (granulares y 
vacuolares) en cultivo con un p-valor de 0,0031. (Tabla 1) 
Figura 7.Número de formas granulares y vacuolares  de Blastocystis sp  en cultivo 
provenientes de pacientes sintomáticos -S- (con diarrea) y asintomáticos -AS- (sin 
diarrea) durante 11 días en medio de asparagina 
 
6.3. Genotipificación de Blastocystis sp de aislados de individuos con y sin 
diarrea.  
 
De las 26 muestras de individuos sintomáticos, 16 muestras lograron ser 
amplificadas por PCR y de las 14 muestras de individuos asintomáticos, 9 fueron 
amplificadas por PCR (figura 9 y 10). Posteriormente se obtuvieron las secuencias 
y se analizaron a través del programa Mega 6.0. Se realizaron alineamientos con 
secuencias de cepas de referencia de la misma región amplificada y luego se realizó 
un análisis de agrupamiento aglomerativo jerárquico o UPGMA (Unweighted Pair 
Group Method with Arithmetic Mean) para establecer a cual grupo de subtipos 
 36 
 
pertenecían las secuencias. Se pudo evidenciar que las secuencias se agruparon 
con los subtipos 1, 2 y 3 (figura 11) 
 
Con los datos obtenidos se evaluó por una prueba de chi-cuadrado (X2) si existían 
diferencias en la distribución de los subtipos entre los individuos asintomáticos (con 
diarrea) y los individuos asintomáticos (sin diarrea), encontrándose que existía una 
presencia predominante del subtipo 2 de manera estadísticamente significativa en 
las muestras de los individuos con diarrea (p= 0,005). Por el contrario, no se 
encontró una asociación entre los diferentes subtipos y las otras variables 






Figura 8. (A) Amplificación por PCR de aislados de Blastocystis sp obtenidos de 
cultivos en  gel de agarosa al 1.5%. Pozo 1: Marcador de peso molecular (2000 
pb).Pozo 2. Control Negativo (ADN). Pozo 3.Control Negativo  (PCR). Pozo 
4.Control Positivo. Pozo 5 -19. Muestras de Bastcoystis sp aislados de cultivo. (B) 
Amplificación  por PCR  de aislados de Blastocystis sp obtenidos de muestras 
coprológicas: Pozo 1. Marcador de peso molecular (2000 pb).Pozo 2. Control 
Negativo (ADN). Pozo 3.Control Negativo  (PCR). Pozo 4.Control Positivo. Pozo 5 -




Figura.9. Relaciones filogenéticas usando el método UPGMA (Unweighted Pair 
Group Method using Arithmetic averages) y las secuencias de cepas de referencia 

















Tabla.1. Asociación entre los diferentes subtipos y las variables demográficas (edad 
y género) y la sintomatología a través de la prueba de chi-cuadrado (X2) 
Sintomatología Subtipos Edad Genero 
 
Asintomático 
       
I y III 
 
  18-35 años  
Masculino 
Femenino 
Sintomático II   




























Una de las características importantes de Blastocystis sp. es su diversidad 
morfológica, en el que se cree que el estado fisiológico de la célula y las condiciones 
medio ambientales, son las responsables de la diversidad morfológica observada. 
(11). Blastocystis  spp.  es un parásito que presenta 6 formas  parasitarias  variables  
en  tamaño,  estructura  y  lugar de  ocurrencia.  Las 4  formas  principales  son  la  
vacuolar,  la granular,  la  ameboide  y  la  quística (8) . Según los datos obtenidos 
en nuestro estudio, se pudo observar que el crecimiento del parasito en aislados de 
individuos sintomáticos es mayor  en el día 7 y los aislados de individuos 
asintomáticos exhiben su un mayor crecimiento en el día 5 que es sustentado con 
el estudio realizado por Tan 2008, donde encontró que el crecimiento del parasito 
en  los aislados de individuos asintomáticos es en el día 5 y en individuo 
sintomáticos  el día 7. Estas diferencias se pueden deber a que los subtipos 
encontrados por Tan son diferentes a los nuestros y a las condiciones del medio 
utilizado (28). Para Colombia se tiene que este es el primer estudio realizado con 
base al crecimiento del parasito en aislados de individuos con y sin diarrea. 
 
Es de anotar que se ha buscado si las diferencias en frecuencia de las formas 
vacuolares o granulares de Blastocystis sp, que se observan en cultivo están 
asociadas con que las personas tengan o no sintomatología. En el presente estudio 
se encontró  que las formas vacuolares tienen una mayor prevalencia (73%) en los 
aislados que provienen de pacientes sintomáticos (figura 7) con respecto a los 
aislados de pacientes asintomáticos(21%), así mismo se halló que el porcentaje de 
formas granulares es mayor en pacientes asintomáticos (79%) que sintomáticos                
( Figura 7). Ciertamente Blastocystis sp presenta unas diferencias fenotípicas, que 
pueden estar relacionadas con el ciclo de vida del parasito, la reproducción y la 
misma condición clínica.  Sin embargo estudios previos reportan las formas 
granulares y vacuolares como las más prevalentes en muestras de pacientes con 
diarrea (44,45), además de una posible transición de la forma vacuolar a la forma 
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granular, acorde al ciclo de vida de Blastocystis sp, donde los primeros días 
experimenta en su mayoría formas vacuolares y posteriormente en el día 5, pasa a 
formas granulares. (26). Estudios recientes de muestran que la forma granular está 
relacionada con las condiciones del medio y a la apoptosis (12). De manera 
semejante algunos estudios postulan que las formas granulares podían ser los 
gránulos de tipo reproductivo que librea otras células, como mecanismo de 
supervivencia al estrés al que estén sometidas. (13).  Razones por las cuales se 
infiere que las formas granulares y vacuolares juegan un papel importante en el ciclo 
de vida del parasito.  
 
 
Otro de los aspectos relevantes de Blastocystis sp se debe a su diversidad genética, 
que ha sido estudiada a los largo del tiempo, siendo Clarck (1997) quien dio las 
pautas acerca de las diferentes variantes genéticas. Esta diversidad genética con 
que cuenta este organismo, ha sido motivo de gran estudio en otros países y en 
Colombia, la presencia de algunos subtipos en la población, puede estar 
relacionada con la sintomatología. El presente estudio pudo evidenciar que el 
subtipo 1 y 3 se encuentra relacionado significativamente con los individuos 
asintomáticos y el subtipo 2 con los individuos sintomáticos, datos que concuerdan 
con los obtenidos recientemente por (24) donde se reporta una mayor prevalencia 
entre el subtipo 2 y los pacientes con diarrea. Otros estudios realizados en Colombia 
ratifican dicha asociación. Ramírez et al (2013) encontró que los subtipos de 
Blastocystis más predominantes eran los subtipos 1, 2, 3, 4, 6 y 8 en diferentes 
animales y en el humano, dando como referencia la capacidad zoonótica del 
parasito, además que el subtipo 2 es el que presento una relación significativa   con  
los síntomas, como diarrea (Tabla 1). Es de anotar que nuestro estudio se trabajó 
solo con muestras humanas. Sin embargo la presencia del subtipo 2 en muestras 
de pacientes con diarrea, permite inferir que los subtipos le confieren algún tipo de 
mecanismo que lo hace más perjudicial a la hora de estar en el intestino del ser 
humano, lo que requiere estudios que profundicen en los mecanismos a través de 
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los cuales los subtipos difieren en su capacidad patogénica. La  prevalencia de  los 
subtipos de Blastocystis sp también ha sido reportados en otros países de Sur 
América, donde se encontró que en Ecuador, Perú, Bolivia  y Argentina el subtipo 3 
presenta una mayor prevalecía, en comparación con Colombia donde el subtipo 1 y 
2 tienen una mayor prevalencia (30), según Ramírez en el (2017), para el 
departamento del Quindio especialmente la ciudad de Armenia  se encontró con 
mayor frecuencia los subtipos 1, 3,6 y 7. En comparación con los datos obtenidos 
en nuestro estudio donde se evidencio con mayor frecuencia el subtipo 2, el cual no 
fue reportado en dicho estudio. (Figura 9) 
 
Estos son estudio que sugiere una posible relación entre los subtipos y algunas 
manifestaciones clínicas como diarrea. Se tiene que algunos de ellos no 
encontraron ninguna asociación entre los subtipos y los síntomas de diarrea. (3,40) 
en diferencia, con los datos obtenidos en nuestro estudio donde se observó una 
asociación estadísticamente significativa entre el subtipo 2 y los síntomas de diarrea  
y el subtipo 1 y 3 y asintomáticos  sin diarrea. Datos que con cuerda con  los 
reportados por (15,23)  donde el subtipo 3 fue significativamente relacionada con los 















1. Es el primer estudio en Colombia, donde se reporta el comportamiento en 
cultivo de Blastocystis sp. de  aislados de individuos con y sin diarrea con unas 
diferencias estadísticamente significativas. Teniendo un mayor crecimiento 
aquellos asilados provenientes  de individuos sintomáticos.  
 
2. Las formas vacuolares se presentan en un porcentaje mayor  en aislados de 
pacientes sintomáticos con respecto a los aislados de pacientes asintomáticos, en 
comparación con las formas granulares que se encuentran con mayor frecuencia 
en aislados de pacientes asintomáticos que en sintomáticos.  
 
3. Existe una asociación  entre el subtipo 2 y tener síntomas, así como entre el 

















1. Ampliar la población de estudio, con el fin de obtener mayor probabilidad de 
encontrar  diferentes subtipos y poder mantenerlos en cultivo y realizar una 
correlación entre estos y las condiciones clínicas.  
 
2. Obtener aislados de Blastocystis sp. de  diferentes hospederos, así como su 
mantenimiento en cultivo, con el fin de realizar una caracterización biológica y 
genotípica de Blastocystis sp. 
 
3. Realizar  la identificación de otras especies de microorganismo en las muestra  
positivas para Blastocystis sp. Con en el fin de realizar una asociación entre la 
presencia de estos y Blastcystis sp. 
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 Ponencia en el 51 Congreso Nacional de Ciencias Biológicas: características 


















 Ponencia en el 53 Congreso Nacional de Ciencias Biológicas. 
Determinación de los genotipos y características en cultivo de Blastocystis 












































Figura 10. Forma vacuolar de Blastocystis en cultivo de laboratorio mostrando la 
vacuola central (CV), núcleo (N) mitocondrias (M) y una recubierta superficial 
























Figura. 11. Forma granular de Blastocystis sp. de un cultivo  con sus diferentes 








Figura. 12. Productos de secuenciamiento de asilados de Blastocystis sp. a partir 
de cultivo (A)  y muestras coprológicas (B)  
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